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Resumo

A intolerancia hereditaria a frutose (IHF) € uma doenca causada pela deficiéncia da enzima
aldolase B e caracterizada bioquimicamente pelo acumulo de frutose e frutose-1-fosfato
nos tecidos e fluidos biolégicos dos pacientes afetados. Os achados clinicos incluem
vbmitos, hepatomegalia, ictericia, hipoglicemia, hemorragia, sindrome tubular renal
proximal e insuficiéncia hepatica, que podem levar a morte e cuja fisiopatologia ndo esta
esclarecida. O objetivo do presente estudo é caracterizar um perfil bioquimico em soro 12
e 24 h apés a administracdo de frutose em ratos jovens. Observamos que 0s niveis de
glicose, albumina, proteinas totais, triglicerideos e colesterol ndo foram alterados pela
administracdo de frutose nos temos de 12 ou 24 horas apdés a administracdo deste
metabdlito. Nossos resultados indicam que a administragdo de frutose em ratos nao foi
capaz de alterar os parametros bioquimicos avaliados na dose e tempos utilizados neste
estudo.

Palavras-chave: frutose; perfil bioquimico; frutosemia.

Abstract

Hereditary fructose intolerance (IHF) is a disease caused by a deficiency of the
enzyme aldolase B and is biochemically characterized by accumulation of fructose and
fructose-1-phosphate in biological fluids and tissues of affected patients. Clinical findings
include vomiting, hepatomegaly, jaundice, hypoglycemia, hemorrhage, proximal renal
tubular syndrome and liver failure, which can lead to death and whose pathophysiology is
still not well understood. The aim of this study was to feature a biochemical profile in serum
12 h and 24 h after administration of acute fructose in young rats. We observed that levels
of glucose, albumin, total protein, triglycerides and cholesterol were not changed by the
administration of fructose in times of 12 h or 24 h hours after administration of this sugar.
Our results indicate that administration of fructose in rats was unable to change the
biochemical parameters in animal model used in this study.
Keywords: fructose, biochemical parameters, fructosemia.
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INTRODUGCAO

A frutose (CeH1206) € um carboidrato simples (monossacarideo) e importante fonte
de energia na dieta. Sua obtencdo se da através da dieta alimentar, principalmente em
frutas, mel e legumes. Também podemos obté-la através da quebra do dissacarideo
sacarose no intestino delgado pela agdo da enzima sacarase, originando dois
monossacarideos, glicose e frutose, sendo absorvida principalmente pelo transportador de
glicose 5 (GLUT 5) independente de insulina (Smith et al., 2005). Ap6s a absor¢édo na
mucosa do intestino delgado, a frutose € utilizada principalmente no figado, rins e intestino
delgado. O metabolismo da frutose se baseia na presenca de trés enzimas: frutoquinase,
aldolase tipo B e tioquinase (Hers, 1952).

A intolerancia hereditaria a frutose (IHF; OMIM # 229600) é um erro inato do
metabolismo de heranca autossdmica recessiva, causada pela deficiéncia da enzima
fructose-1,6-bisfosfate aldolase ou aldolase B (E.C. 4.1.2.13) (Steinmann et al., 2001). Em
1956, o primeiro caso de IHF foi descrito por Chambers e Pratt, inicialmente denominada
de idiossincrasia a frutose, em uma jovem de 24 anos de idade. O principal sintoma
relatado foi vomitos intensos apds ingestao de frutas (Chambers e Pratt, 1956). Apenas em
1961 o defeito enzimatico foi identificado (Hers e Joassin, 1961).

Criancas e adultos afetados por HIF sdo perfeitamente saudaveis e assintomaticos,
contanto que ndo consumam fontes de frutose. Portanto, durante a amamentagdo, os
lactentes nao apresentam nenhuma descompensacao metabdlica. Os sintomas aparecem
apos o desmame, quando se acrescentam frutas e vegetais a alimentagdo. Quanto maior
for o consumo de frutose, maiores os danos causados (Odiévre et al., 1978). Caso o
consumo de fontes de frutose persista, episddios hipoglicémicos e insuficiéncia renal e
hepética ocorrem, podendo levar o paciente a morte (Mayatepek et al., 2010).

Os principais achados laboratoriais sugerem intoxicacdo por frutose, incluindo
hipoglicemia, acidemia/aciduria lactica e hiperuricemia, além de altos niveis de frutose e
frutose-1-fosfato nos tecidos e fluidos bioldégicos (Steinmann et al., 2001).

O diagnéstico de IHF é feito principalmente pela quantificacado de frutose e frutose-1-
fosfato no soro e na urina de pacientes afetados por esta doencga, (Steinmann et al., 2001).
A principal forma de tratamento da IHF se baseia na restricdo total de fontes de frutose,
incluindo sacarose e sorbitol (Marcason, 2010).
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Apesar de que a doenga ser conhecida ha mais de 50 anos, muitas questdes
permanecem desconhecidas quanto a toxicidade da frutose e seus metabdlitos. Poucos
estudos foram realizados com o intuito de demonstrar efeitos tdxicos da frutose e da
frutose-1-fosfato. Um dos efeitos principais parece ser a diminuicdo da disponibilidade de
fosfatos pelo acumulo de frutose-1-fosfato, inibindo a acdo da enzima glicogénio fosforilase
hepatica e, consequentemente, a gliconendlise (Oberhaensli et al., 1987). Tal fato levaria
ao sintoma mais proeminente da IHF, a hipoglicemia (Mayatepek et al., 2010). Além disso,
a inibicdo retroativa da frutoquinase pela frutose-1-fosfato resulta em diminuicdo da
captacao de frutose pelo figado, levando ao aumento de frutose no plasma dos pacientes
(Mayatepek et al., 2010).

Outro fato interessante é a ocorréncia de uma diminui¢cdo da dissociacao da
glicoquinase, importante enzima do metabolismo hepético da glicose, de sua proteina
regulatéria pela frutose-1-fosfato, levando a uma menor disponibilidade desta enzima (Van
Schaftingen, 1989; Veiga-Da-Cunha e Van Schaftingen, 2002). Considerando que, até o
presente momento, o efeito da frutose sobre diferentes pardmetros bioquimicos ainda nao
esta descrito, e que estes parametros podem indicar alteracées em diferentes sistemas e
orgaos centrais e periféricos. O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos da frutose
sobre diversos parametros bioquimicos no soro de animais que receberam administracao
aguda de frutose, na tentativa de procurar tratamentos mais adequados para melhorar a
qualidade de vida dos pacientes afetados por IHF.

METODOS

Animais

Foram utilizados 24 ratos Wistar machos de 30 dias de vida fornecidos pelo Biotério
da Unidade Académica de Ciéncias da Saude, Universidade do Extremo Sul Catarinense.
Os animais foram mantidos em ciclos de claro-escuro de £12 horas a uma temperatura de
24+1°C. Os animais tiveram livre acesso a agua e ao alimento. Foram excluidos do estudo
todos os animais que morreram. A utilizacao dos animais seguiu Principios de Cuidados de
Animais de Laboratorio (Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de Saude

dos Estados Unidos da América, NIH, publicacdo numero 85-23, revisada em 1996). O
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presente trabalho foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade

do Extremo Sul Catarinense.

Calculos do tamanho da amostra
Com base em estudos prévios em modelos animais in vivo e in vitro, para uma
diferenca de até 20% nos parametros a serem analisados entre 0s grupos, com uma
variancia de no maximo 10% entre as médias calculou-se um tamanho de amostra de 6
animais por grupo, para um erro alfa de 0,05 e um poder de 80%. Também se considerou
0 numero de animais geralmente utilizados na literatura para determinagdo de perfil

bioquimico.

Experimentos in vivo

Para os experimentos bioquimicos, foram utilizados 24 animais (12 animais para o
grupo controle e 12 animais para o grupo frutosemia). Os animais receberam uma injecao
Unica de frutose (5 umol/g de peso corporal) por via intraperitoneal. Os animais do grupo
controle receberam solucao salina 0,9% nos mesmos volumes. Metade dos animais (6 do
grupo controle e 6 do grupo frutosemia) foi morta 12 hora apdés a administracao de frutose.
O restante dos animais (6 do grupo controle e 6 do grupo frutosemia) foi morto 24 horas
apos a administracdo do carboidrato e entdo foram realizadas as determinagdes de

parametros bioquimicos em soro dos animais.

Preparo da Amostra

Os animais sofreram eutanasia por decapitagdo com guilhotina e sem anestesia, 0
sangue foi coletado e destinado a obtencado de soro através de centrifugacao (4000 rpm
por 10 minutos). O soro foi armazenado em freezer a -70°C até o momento das

determinagdes bioquimicas.

Determinacao de Parametros Bioquimicos
Os niveis de glicose, albumina, proteinas totais, triglicerideos, e colesterol foram

avaliados por kits comerciais produzidos pelas empresas Labtest® e Analisa®.

Revista Inova Saude, Criciuma, vol. 1, nov. 2012 120



Artigo Original

Fisiopatologia

Analise Estatistica

A analise estatistica utilizada foi selecionada de acordo com o desenho
experimental utilizado e com o tipo de distribuicdo apresentado pelo conjunto dos dados.
Na comparacdo entre duas médias, foi utilizado o teste t de Student para amostras
independentes. As analises estatisticas foram feitas pelo programa SPSS versdo 17.0.

Foram consideradas diferencgas significativas quando o valor de P <0,05.

RESULTADOS

Inicialmente, observamos que os niveis de glicose nao foram alterados nos animais
que recebem a administragcdo de frutose, nos tempos de 12 horas e 24 horas, quando

comparados aos animais que receberam solucao salina (grupo controle) (Figuras 1 e 2).
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Figura 1. Niveis de glicose 12 horas apdés a administracdo aguda de frutose em soro de
ratos jovens. Os dados representam média + erro padrdao de experimentos independentes
realizados em duplicata e estdo expressos em miligramas por decilitro (mg/dL). Nao houve
diferenca significativa entre os grupos (teste t de Student para amostras independentes).
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Figura 2. Niveis de glicose 24 horas apds a administracdo aguda de frutose em soro de
ratos jovens. Os dados representam média + erro padrdao de experimentos independentes
realizados em duplicata e estdo expressos em miligramas por decilitro (mg/dL). Nao houve
diferenca significativa entre os grupos (teste t de Student para amostras independentes).

Em seguida, avaliamos a quantidade de albumina no soro dos animais e
observamos que os niveis de albumina no soro ap6s 12 horas e 24 horas ndo foram

significativamente diferentes quando comparados com os valores do grupo controle
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(Figuras 3 e 4).

Niveis de Albumina(mg/dL)

Figura 3. Niveis de albumina 12 horas ap6s a administracao aguda de frutose em soro de
ratos jovens. Os dados representam média + erro padrao de experimentos independentes
realizados em duplicata e estao expressos em miligramas por decilitro (mg/dL). Nao houve
diferenca significativa entre os grupos (teste t de Student para amostras independentes).
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Nosso proximo passo foi avaliar o conteudo de proteinas totais no soro dos animais
apos 12 horas e 24 horas da administracdo de frutose. Nao foi observada diferenca
significativa neste parametro bioquimico, quando comparados com 0 grupo que recebeu

solugéo salina (Figura 5 e 6).
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Figura 4. Niveis de albumina 24 horas ap6s a administracao aguda de frutose em soro de
ratos jovens. Os dados representam média + erro padrao de experimentos independentes
realizados em duplicata e estdo expressos em miligramas por decilitro (mg/dL). Nao houve
diferenca significativa entre os grupos (teste t de Student para amostras independentes).
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Figura 5. Niveis de proteinas totais 12 horas apdés a administracao aguda de frutose em
soro de ratos jovens. Os dados representam média + erro padrao de experimentos

independentes realizados em duplicata e estdo expressos em miligramas por decilitro
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(mg/dL). Nao houve diferenca significativa entre os grupos (teste t de Student para
amostras independentes).
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Figura 6. Niveis de proteinas totais 24 horas apdés a administracao aguda de frutose em
soro de ratos jovens. Os dados representam média + erro padrao de experimentos
independentes realizados em duplicata e estdo expressos em miligramas por decilitro
(mg/dL). Nao houve diferenca significativa entre os grupos (teste t de Student para
amostras independentes).

As figuras 7 e 8 mostram que os niveis séricos de triglicerideos nos animais apés 12
horas e 24 horas da administracdo de frutose, ndo foram significativamente diferentes dos

niveis observados nos animais do grupo controle.
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Figura 7. Niveis de triglicerideos 12 horas apds a administracao aguda de frutose em soro
de ratos jovens. Os dados representam média * erro padrdo de experimentos
independentes realizados em duplicata e estdo expressos em miligramas por decilitro

(mg/dL). Nao houve diferenca significativa entre os grupos (teste t de Student para
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Figura 8. Niveis de triglicerideos 24 horas apds a administracao aguda de frutose em soro
de ratos jovens. Os dados representam média * erro padrdo de experimentos
independentes realizados em duplicata e estdo expressos em miligramas por decilitro

(mg/dL). Nao houve diferenca significativa sobre o Teste t independente.
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Niveis de Colesterol (mg/dL)
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Figura 9. Niveis de colesterol 12 horas apés a administracao aguda de frutose em soro de
ratos jovens. Os dados representam média + erro padrao de experimentos independentes
realizados em duplicata e estao expressos em miligramas por decilitro (mg/dL). Nao houve
diferenca significativa sobre o Teste t independente.

Por ultimo, observamos que os niveis séricos de colesterol medidos 12 horas e 24
horas ap6s a administracdo de frutose aos animais ndo apresentaram diferenca
significativa, quando comparados aos niveis séricos de colesterol medidos em animais que
receberam solucao salina (grupo controle) (Figuras 9 e 10).
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Figura 10. Niveis de colesterol 24 horas apds a administracdo aguda de frutose em soro
de ratos jovens. Os dados representam média * erro padrdo de experimentos
independentes realizados em duplicata e estdo expressos em miligramas por decilitro
(mg/dL). Nao houve diferenca significativa sobre o Teste t independente.
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DISCUSSAO

Existem varios erros inatos do metabolismo da frutose, sendo a intolerancia
hereditaria a frutose (IHF), o mais grave e prevalente deles. A IHF € uma doenca de
heranca autossémica recessiva, causada pela deficiéncia da enzima aldolase B
(Steinmann et al., 2001).

Durante a amamentacdo, os pacientes acometidos por IHF ndo apresentam
nenhuma descompensacdo metabdlica, visto que no leite materno ndo ha presenca de
frutose. Apdés o desmame, quando alimentos ricos em frutose sao inseridos na
alimentagao, a crianga comega a manifestar os sinais e sintomas caracteristicos da doenca
(Odiévre et al., 1978). Os principais sintomas apresentados por pacientes afetados pela
IHF incluem recusa alimentar, vémitos e irresponsividade (Steinmann et al., 2001). Por se
tratarem de sintomas altamente inespecificos, o diagnéstico se torna dificil. Caso o
consumo de fontes de frutose persista, episddios hipoglicémicos e insuficiéncia renal e
hepatica ocorrem, podendo levar o paciente a morte (Mayatepek et al., 2010). Apesar de a
doenca ser conhecida ha mais de 50 anos, muita questdes permanecem desconhecidas.
Neste sentido, a toxicidade da frutose e de seus metabdlitos ainda nao esta
completamente esclarecida. Ate o0 momento, poucos estudos foram realizados com o
intuito de demonstrar efeitos téxicos da frutose (Oberhaensli et al., 1987). Dessa forma, no
presente trabalho avaliamos os efeitos provocados pela administracdo aguda de frutose
sobre diferentes marcadores bioquimicos no soro de ratos.

Inicialmente avaliamos os niveis séricos de glicose nos ratos que receberam frutose
agudamente em diferentes tempos apds a administragao deste carboidrato (12 e 24 horas).
Nao foi observada diferengca nos niveis glicose nos animais que receberam a
administracao de frutose, quando comparados aos animais que receberam solucéo salina
(grupo controle).

Apés, analisamos a quantidade de albumina e proteinas totais, no soro apés 12
horas e 24 horas da administracao de frutose. Concentracdes elevadas de albumina estao
presentes somente em desidratacdo aguda. Por outro lado, concentracbes reduzidas de
albumina podem ser vista em inUmeras patologias como inflamacéao, doenca hepatica,
perda urinaria entre outras (Tietz et al., 2008). Observamos que os niveis de albumina e
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proteinas totais nado apresentaram diferenca significativa comparados com o grupo
controle.

Finalmente avaliamos os niveis de triglicerideos e colesterol no soro apds 12 horas
e 24 horas da injecao de frutose em ratos jovens. Os lipidios tém importantes funcées em
praticamente todos os aspectos da vida, servindo como horménio e fontes de energia,
ajudando na digestao e atuando como componentes estruturais nas membranas celulares.
Além disso, os lipidios estao intimamente envolvidos no desenvolvimento de aterosclerose,
um processo patogénico que € a causa subjacente de disturbio cardiovascular comuns de
infarto do miocéardio, doenca cerebrovascular e doenca vascular periférica (Tietz et al.,
2008). Os parametros bioquimicos avaliados ndo apresentaram aumento significativo,
quando comparados com o grupo controle. Nossos resultados diferiram de um trabalho
anterior que demonstrou que o uso excessivo de frutose ndo € isento de efeitos adversos,
representados pelo aumento de triglicerideos e de colesterol no sangue (Barreiros et al.,
2005). Acreditamos que a discrepancia entre os resultados apresentados possam ser
justificados pela diferenca entre o tempo de administracdo de frutose, uma vez que
diferentemente do presente trabalho, (Barreiros et al., 2005) utilizaram um modelo de
administracao crénica de frutose.

Tomados em seu conjunto, nossos resultados indicam que a administracdo aguda
de frutose nao foi capaz de alterar importantes parametros bioquimicos em soro de ratos.
No entanto, a toxicidade da frutose sobre estes parametros ndo esta descartada,
especialmente no caso de os niveis de frutose se manter elevados por um longo periodo
durante o desenvolvimento dos animais, similarmente ao que ocorre nos pacientes
afetados pela IHF. Dessa forma, mais estudos devem ser realizados para clarificar esta
questdo e auxiliar no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas visando a
prevencao e até mesmo a reversao dos sintomas clinicos apresentados pelos pacientes

afetados pela IHF.
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